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1 Einleitung 
1.1 Die Leber 
Die Leber im menschlichen Körper. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Die Lage der Leber im Oberbauch  
 
1 Pericard 
2 Ligamentum falciforme 
3 Costa (Rippe) 
4 Hepar, Lobus sinister (linker Leberlappen) 
5 Musculi intercostales (Zwischenrippenmuskeln) 
6 Milz 
7 Pankreas 
8 Ligamentum teres 
9 Duodenum 
10 Ampulla hepatopancreatica 
11 Ductus pancreaticus    
12 Vesica biliaris (Gallenblase) 
13 Ductus choledochus (Gallengang) 
14 Ductus cysticus 
15 Hepar, Lobus dexter (rechter Leberlappen) 
16 Ductus hepaticus sinister et dexter 
17 Diaphragma (Zwerchfell) 
18 Cor (Herz)  
Abb. 1 
Zur Anatomie des Menschen: Aufbau und Funktion der Leber  
Priv. Doz. Dr. Thomas Beck, Universität Rostock Institut für Anatomie 
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Abb. 2: Mikroskopischer Aufbau der Leber. Aufgrund der deutlicheren Abgrenzung der einzelnen 
Leberläppchen ist die Leber des Schweins dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 Glisson-Trias umgeben von Bindegewebe des Mallory-Raumes 
2 Lebersinusoide mit Leberzellplatten 
3 System der interzellulären Canliculi biliferi 
4 Vena centralis 
5 Glisson-Trias aus je einem Ast der Arteria interlobularis, Vena interlobularis 
und Ductus interlobularis bilifer 
6 Ast der Arteria hepatica 
7 Ast der Vena portae 
8 Ast des Ductus bilifer 
 
Flussrichtung des Blutes im Leberläppchen: zentripetal,  
Flussrichtung der Galle: zentrifugal (Pfeile)  
 
 
Zur Anatomie des Menschen: Aufbau und Funktion der Leber  
Priv. Doz. Dr. Thomas Beck, Universität Rostock Institut für Anatomie 
Abb. 2 
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1.2 Läppchenbau der Leber  
 
Die funktionelle Einheit der Leber ist das Leberläppchen. Bei einer Größe von etwa 1,5-2 mm enthält 
es eine axial verlaufende Vene (V. centralis hepatis). Das Leberläppchen wird von einer 
kollagenfaserigen Kapsel umgeben, in der nebeneinander die Arteria interlobularis (Ast der Arteria 
hepatica), die Vena interlobularis (Ast der Vena portae) und der Gallengang (Ductus interlobularis 
bilifer) liegen. Die drei Gebilde zusammen werden als Glisson-Trias bezeichnet. Die bindegewebige 
Kapsel lässt sich z. B. beim Schwein sehr deutlich differenzieren (Abb. 2). Die Leberläppchen 
bestehen aus zahlreichen Leberzellbalken, die ein dreidimensionales Fachwerk bilden. Zwischen dem 
Raumgitter der Leberzellbalken liegen die Lebersinusoide. Ihr Lumen ist mit 9-12 µm relativ weit und 
ihr Endothel besitzt Poren. Zwischen dem Endothel und den Hepatozyten liegt der ca. 0,3 µm breite 
Disse'sche Raum, in den Mikrovilli der Hepatozyten hineinragen. Im Disse'schen Raum existiert keine 
Basallamina des Endothels, aber ein Stützgerüst aus Kollagenfibrillen ist vorhanden. Hier liegen auch 
die hepatischen Sternzellen (HSC). Zwischen den Leberzellen befindet sich das Netz der 
Gallenkanälchen (Canaliculi biliferi), das an keiner Stelle mit dem Blutgefäßsystem in Zusammenhang 
steht. 
Innerhalb des Läppchens kann man in verschiedene Zonen differenzieren, und zwar in die 
zentrolobuläre, die periportale und die mittlere Zone. Die zentrolobuläre Zone besteht aus 
Hepatozyten um die Zentralvene herum, ist am weitesten vom Zufluss arterialisierten Blutes entfernt 
und gleichzeitig am empfindlichsten bei hypoxämischen Zuständen. Die periportale Zone an der 
Läppchenperipherie ist eng mit den periportalen Feldern verbunden. Hier liegen die 
Leberparenchymzellen, die bei einer Intoxikation über die A. hepatica zuerst betroffen sind. Die 
mittlere Zone liegt zwischen der zentrolobulären und der peripheren Zone. 
 
1.3 Leberwerte 
 
Bilirubin ist ein Abbauprodukt des Hämoglobins, wird in der Leber abgebaut und größtenteils mit der 
Galle über den Darm ausgeschieden. Ein geringer Anteil wird über den Darm aufgenommen und über 
die Niere ausgeschieden. Verschiedene Lebererkrankungen, wie z. B. die Leberentzündung oder der 
Gallenstau durch Abflussbehinderungen, führen zu einer erhöhten Bilirubinkonzentration im Serum. 
Die Bestimmung der beiden Transaminasen, Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-
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Aminotransferase (AST), gehört zu den Basisuntersuchungen bei der Diagnostik und 
Verlaufsbeurteilung von Erkrankungen der Leber und der Gallenwege. ALT ist ein Enzym, dessen 
höchste Konzentration in der Leberzelle vorkommt und stellt einen wichtigen Marker für virale, 
toxische oder tumorale Lebererkrankungen dar. In geringerer Konzentration tritt es auch in der 
Skelett- und Herzmuskulatur auf. Schon eine Zellschädigung geringen Ausmaßes kann eine 
messbare Erhöhung im Blutserum zur Folge haben. Der AST-Blutspiegel stellt unter anderem einen 
Marker für Lebererkrankungen dar. Darüber hinaus ist der AST-Wert auch ein wichtiger Marker für 
Schädigungen des Herzmuskels (z. B. Herzinfarkt), der Skelettmuskulatur (z. B. Muskeldystrophie, 
Operationen, Muskelkater), der Bauchspeicheldrüse (z. B. Pankreatitis, Pankreas-Karzinom) oder der 
Gallenwege (z. B. Cholangitis).  
 
2 Fibrose und Zirrhose 
Bei der Leberfibrose kommt es zu einer Vermehrung von kollagenem Bindegewebe in der Leber 
infolge eines Missverhältnisses zwischen Synthese und Abbau der extrazellulären Matrix, wobei die 
Läppchenstruktur zwar gestört, aber nicht zerstört sein darf. Bei der Leberzirrhose als Folge einer 
Leberfibrose handelt es sich um eine Zerstörung der Läppchenstruktur mit meist knotigen 
Regenerationsprozessen, die mit einer Störung der intrahepatischen Zirkulation einhergeht. 
 
2.1 Ätiologie der Leberfibrose 
Eine Fibrose gilt als allgemeine Reaktion auf eine chronische Schädigung der Leberzellen, wie sie 
durch eine große Zahl von Noxen verursacht werden kann: Die Änderung der Homöostase in der 
Leber durch einen zerstörenden Prozess, sei es ein entzündliches Geschehen, eine toxische 
Schädigung, veränderte Durchblutungsverhältnisse oder Infektionen der Leber durch Viren, Bakterien, 
Spirochäten oder Parasiten. Auch können zahlreiche, auf angeborenen Stoffwechselerkrankungen 
beruhende Speicherkrankheiten häufig zu Fibrose führen, wie zum Beispiel Fettstoffwechselstörungen 
(M. Gaucher), Glykogenspeicherkrankheiten (insbesondere die Typen III, IV, VI, IX und X), α1-
Antitrypsinmangel, Speicherkrankheiten von durch Nahrung aufgenommene Substanzen, wie z. B. 
Eisenüberladungssyndrome (Hämochromatose) und Kupferspeicherkrankheiten (M. Wilson); ferner 
Erkrankungen, bei denen es zur Anhäufung toxischer Metabolite kommt (wie bei der Tyrosinämie, 
Fructosämie und Galaktosämie). Dazu gehören zahlreiche Chemikalien und Arzneimittel 
(insbesondere Alkohol, Methotrexat, Isoniazid, Oxyphenisatin, Methyldopa, Chlorpromazin, 
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Tolbutamid und Amiodaron). Auch Gefäßerkrankungen können eine Fibrose auslösen, z. B. 
Verschlüsse des intrahepatischen oder extrahepatischen Gallenflusses (Cholestase) sowie 
verschiedene Störungen der Leberdurchblutung (wie Rechtsherzinsuffizienz, Budd-Chiari-Syndrom, 
Venenverschlusskrankheiten und Pfortaderthrombose). Heutzutage sind als wichtigste Ursachen der 
Leberfibrose der chronische Alkoholabusus und die Virushepatitis zu nennen. 
 
2.2 Folgen der Leberzirrhose 
Zu den Komplikationen der Leberzirrhose gehören neben oberen gastrointestinalen Blutungen durch 
Ruptur von Ösophagus- und Magenfundusvarizen (Folge einer portalen Hypertension durch 
Ausbildung eines Kollateralkreislaufes vom Pfortadersystem zum Körperkreislauf) die hepatische 
Enzephalopathie (gekennzeichnet durch Konzentrationsschwäche über Stupor und Somnolenz bis hin 
zur tiefen Bewusstlosigkeit (Coma hepaticum)) und schließlich das hepatozelluläre Karzinom. 
 
2.3 Pathogenese  
Die Leber besteht hauptsächlich aus Hepatozyten und Sinusoiden, wobei diese in einer Matrix aus 
Kollagen (vorwiegend die Typen I, III und IV) und aus nicht kollagenen Proteinen, einschließlich 
Glykoproteinen, wie Heparinsulfat, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Hyaluronsäure, eingebettet 
sind. 
HSC, auch als Ito-Zellen oder Fettspeicherzellen (FSC) bekannt, sind unmittelbar unter dem 
Sinusoidendothel im Disse´schen Raum zu finden und ähneln Fibroblasten. Sie repräsentieren etwa 
10 % der Nicht-Parenchymzellen. Die Zellen zeichnen sich durch ihre charakteristischen großen 
Fettvakuolen aus, die der physiologischen Speicherung von Retinoid (Vitamin A) dienen. Bei der 
Fibrose proliferieren die HSC und überexprimieren dabei Komponenten extrazellulärer Matrix. Die 
Proliferation wird durch Faktoren gesteuert, die vornehmlich von in der Leber angesiedelten 
Makrophagen (Kupffer-Zellen) und von aus dem Blut eingewanderten Monozyten stammen. Bei einer 
Schädigung des Leberparenchyms kommt es zu einer Aktivierung dieser Zellen und es werden 
proinflammatorische Zytokine freigesetzt. Es handelt sich dabei um Interleukin-1 (IL1), Tumor-
necrosis-factor-α (TNF-α), platelet derived growth factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF), 
epidermal growth factor (EGF) und transforming growth factor (TGF-β/α), wobei alle die Aktivität der 
HSC beeinflussen. TGF-β spielt hier vermutlich eine entscheidende Rolle, indem es die Aktivierung, 
die Migration und die Transdifferenzierung der HSC zu Myofibroblasten (MFB) unmittelbar beeinflusst 
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und durch eigene Expression para- und autokrin reguliert. 
Eine Fibrose muss nicht zwangsläufig primär auf einer Bindegewebsneubildung beruhen, sondern 
kann auch Folge eines unzureichenden Abbaus von normalem oder verändertem Kollagen sein. 
Endothelzellen, HSC und Kupffer-Zellen haben eine große Bedeutung bei der Clearance von Typ I 
Kollagen, mehreren Proteoglykanen und von denaturiertem Kollagen. Aktivitätsänderungen in den 
vorstehend genannten Zellen können das Ausmaß der Fibrose beeinflussen.  
 
Vermehrte Kollagensynthese und/oder eingeschränkter Kollagenabbau führen so zu vermehrten 
Bindegewebsanteilen, die die Funktionen der Leber wie folgt beeinträchtigen: 
 
1. Eine perizelluläre Fibrose schränkt die Versorgung der Zellen ein und es kommt zu einer  
hepatozellulären Atrophie.  
2. Bindegewebe, das sich um die Sinusoide im Disse’schen Raum anhäuft, behindert die freie 
Passage von Substanzen aus dem Blut zu den Leberzellen.  
3. Eine Fibrose um die Lebervenen und in den Periportalfeldern unterbricht den Blutfluss in der Leber.  
Der venöse Gefäßwiderstand innerhalb der Leber erhöht sich dadurch von den Ästen der Pfortader 
(Vv. interlobulares) zu den Sinusoiden und letztendlich bis zu den Lebervenen (Vv. hepaticae).  
Die Bindegewebsstränge verbinden Periportalfelder mit Sammelvenen und können Anastomosen 
schaffen: Arterielles Blut, das eigentlich an den Hepatozyten vorbeiströmt, fließt unmittelbar in die 
ableitenden Lebervenen, was ebenso die Leberfunktion beeinträchtigt und zu einer Leberzellnekrose 
führt. Das Ausmaß eines jeden der oben genannten Prozesse bestimmt die Größe der 
Leberfunktionseinschränkung. 
 
2.4 Cholestase der Leber 
Pathogenese: Dem posthepatischen Ikterus der Leber liegt eine Gallenabflussstörung zugrunde. 
Hierdurch kommt es zum Rückstau der Gallenflüssigkeit über die Gallengänge in die Periportalfelder 
und von dort aus in die Gallenkapillaren, die in den Lebertrabekeln zwischen den Parenchymzellen 
verlaufen. Gallensäuren sind parenchymtoxisch, weshalb eine länger bestehende Stauung zu 
Nekrosen und konsekutiver Begleitentzündung führen kann, die wiederum in einer gesteigerten 
Neubildung von extrazellulärer Matrix (Bindegewebe) resultiert. 
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Leitsymptome: Leitsymptom ist der Ikterus. Beim posthepatischen Ikterus sind das direkte und das 
indirekte Bilirubin erhöht. Des Weiteren ist die Höhe des Aktivitätsanstieges der Zellenzyme im Serum 
wie die der Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alanin-Aminotransferase (ALT) ein Parameter 
für Ausmaß und Aktivität der Leberzellschädigung. 
 
 
 
Histopathologie: 
Cholestase: Pigmentablagerungen in den dilatierten periportalen Gallengängen, „Gallethromben“, im 
Gallenkapillarsystem und in feinförmiger Form im Zytoplasma der Leberzellen. 
Zeichen der Toxizität: stark geschwollene, vakuolig degenerierte bzw. bereits nekrotische Leberzellen 
(= kernlose Zellreste). 
Entzündung: Rundzellinfiltrate aus Lymphozyten und Plasmazellen in den Periportalfeldern.  
 
2.5 TGF-β 
TGF-β ist ein multifunktionelles Zytokin, das in fünf verschiedenen Isoformen (TGF-β 1-5) vorkommt. 
Bei den Säugern sind nur drei Isoformen bekannt. Die kodierenden Gene dieser Isoformen liegen in 
den Regionen 19q13 (TGF-β 1), 1q14 (TGF-β 2) und 12q24 (TGF-β 3). Die drei Isoformen können von 
fast allen Zellen gebildet werden. Es entsteht dabei zuerst ein biologisch inaktives Vorläuferprotein. 
Dieses lagert sich an der Zelloberfläche TGF-β sezernierender Zellen mit Verbindung zu der 
extrazellulären Matrix an. Die aktivierte Isoform ist das jeweilige Gegenstück vom C-terminalen Ende 
des Vorläufers. Latentes TGF-β wird durch multiple Mechanismen aktiviert, möglicherweise beinhalten 
diese Integrin αvβ6, Mannose-6-Phosphat Rezeptoren, Plasmin, MMP2 und 9 sowie Thrombospondin 
[1]. 
Mitglieder der TGF-β Familie wirken auf Zellen, indem sie Einfluss auf Wachstum, Differenzierung und 
Apoptose nehmen können. Besonders TGF-β1 spielt eine sehr bedeutende Rolle bei 
fibroproliferativen Erkrankungen [2, 3]. Die Signaltransduktion von TGF-β läuft über zwei Typen sich in 
Beziehung befindender Rezeptoren (TβRI und TβRII). Diese besitzen eine extrazelluläre Domäne zur 
Bindung des Liganden, eine transmembranäre und eine zytoplasmatische Domäne, die eine Serin-
Threonin-Kinase trägt. Die Bindung des homodimeren TGF-β an TβRII führt zu einer Formation und 
Stabilisierung eines Typ I und Typ II-Rezeptor-Komplexes (heterotetramer). Die TβRII-Kinase 
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phosphoryliert daraufhin TβRI in einer Glycin- und Serinreichen juxtamembranären Region, GS Box 
genannt [2]. 
 
2.6 Smads 
Der erste intrazelluläre Mediator der TGF-β Signaltransduktion, MAD (Mother against 
decapentaplegic), wurde in der Taufliege Drosophila identifiziert [4], SMA (Small body size) 
bezeichnet das Gen in der Nematode Caenorhabditis elegans. Daraus resultierte der Begriff Smad [5]. 
Es gibt drei Klassen von Smads, die Rezeptor-regulierten Smads (R-Smads), die Co-Smads und die 
inhibierenden Smads (I-Smads). Von den acht verschiedenen Smads in den Vertebraten dienen 
Smad2 und Smad3 als R-Smads für den TGF-β-Signalweg, Smad 4 agiert als ein Co-Smad und 
Smad7 funktioniert als I-Smad [6]. Die Smads 1, 5 und 8 sind R-Smads, die durch ALK1 oder BMP-
Rezeptoren aktiviert werden, wobei Smad6 hier als inhibitorisches Smad (I-Smad) dient [7]. Smad 4 
ist das einzige Co-Smad in Vertebraten, das beiden Signalwegen (TGF-β und BMP) zur Verfügung 
steht. R-Smads und Co-Smads, die rund 500 Aminosäuren lang sind, beinhalten zwei konserviert 
strukturierte Domänen, die N-terminale MH1-Domäne (MAD-Homology-Domain 1) und die C-terminale 
MH2-Domäne (MAD-Homology-Domain 2). Diese Domänen sind über eine linker-Region miteinander 
verbunden [2]. In allen drei Subtypen der Smad-Proteine sind die MH2-Domänen stark konserviert 
und fast identisch. Die MH1-Domänen zeigen nur bei den R-Smads und den Co-Smads Ähnlichkeit, 
wobei bei den I-Smads die N-terminale Region stark variiert. Die R-Smads sind mit der 
Plasmamembran durch verschiedene Moleküle verankert, wobei das Protein SARA (Smad anchor for 
receptor activation) am gründlichsten untersucht wurde [8]. SARA besitzt eine FYVE-Domäne 
(Zinkfinger-Protein), die für die Bindung an das Phosphatidyl Inositol-3-Phosphat der Plasmamembran 
verantwortlich ist. SARA bindet sich bevorzugt an die MH2-Domänen von Smad2 und führt über eine 
Dimerisierung zu einer Verankerung von zwei Molekülen an die Plasmamembran [9].  
Die aktivierte TβRI-Kinase phosphoryliert die letzten zwei Serinreste an dem C-terminalen Ende des 
Ser-Ser-X-Ser-Motives der R-Smads. Diese bilden über ihre MH2-Domänen einen heteromeren 
Komplex mit den Co-Smads und werden in den Zellkern transloziert. Die exakte Struktur der R-
Smad/Co-Smad Heteromere ist noch nicht ganz geklärt [10]. Es wird postuliert, dass in der Mehrzahl 
ein Heterotrimer bestehend aus zwei R-Smad Molekülen und einem Co-Smad Molekül gebildet wird 
[9] oder es zu einem Hetero-Dimer aus je einem Molekül aus R-Smad und Co-Smad kommt [11]. Die 
R-Smads und die Co-Smads pendeln zwischen Nukleus und Zellmembran. Kernlokalisationssignale in 
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der MH1-Domäne der R-Smads spielen bei der Translokation der Smads in den Nukleus eine 
bedeutende Rolle, wohingegen die Kernexportsignale der MH2-Domäne und der linker-Region der 
Co-Smads für den Export des Komplexes aus dem Kern verantwortlich sind [11-14]. Im Kern 
interagieren die R-Smad/Co-Smad Heteromere und führen so zu vielfältigen Auswirkungen in den 
Zielzellen [15]. Die Komplexe binden spezifische DNA-Bereiche in den Promotorregionen von 
Zielgenen. Es sind mehr als 30 Transkriptionsfaktoren bekannt (z. B. FAST1, TFE3, c-Jun, Sp1 und 
der Vitamin D3 Rezeptor), die mit den Smads interagieren [16-19]. 
Die I-Smads besitzen die Fähigkeit, die Signale der TGF-β Großfamilie zu inhibieren, wobei Smad7 
TGF-β- und die BMP-Signale, Smad6 dagegen nur BMP-Signale hemmt [7]. Die I-Smads interagieren 
mit TypI-Rezeptoren, die von den TypII-Rezeptorkinasen durch Phosphorylierung aktiviert werden [20-
22]. Die MH2-Domäne von Smad7 bindet sich konkurrierend mit den R-Smads an die TypI-
Rezeptorkinase. Gleichzeitig sorgt das Protein SMURF (Smad Ubiquitin Regulatory Factor), eine E1 
Ligase, für die Induktion des Exportes von Smad7 aus dem Kern in das Zytoplasma und führt zu einer 
Degradation des TypI-Rezeptors [23-25]. Weiter ermöglicht SMURF über eine indirekte Bindung an 
die R-Smads deren Degradation durch das Proteasom [26]. Zusätzlich sind die I-Smads in der Lage, 
sich direkt an aktivierte R-Smads zu binden und die Signalkaskade zu blockieren. Die Bildung des 
Komplexes zwischen R-Smads und Co-Smads kann ebenfalls durch Smad7 unterbunden werden 
[27]. 
Die Expression von I-Smads ist durch verschiedene Aktivitäten induzierbar, so z. B. von TGF-β, BMP, 
Interferon-γ, verschiedenen Wachstumsfaktoren oder NF-κB [15], wobei die Expression von Smad7 
bei der Induktion durch TGF-β/BMP eine negative feedback loop-Regulation für den TGF-β-Signalweg 
darstellt. 
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Abb. 3: Stark vereinfachte Darstellung der TGF-β Signaltransduktion  
Abb. 3 
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3 Arbeitshypothese  
TGF-β ist ein wichtiger profibrogener Mediator in fast allen fibroproliferativen Prozessen. Obwohl es 
zunehmende Erkenntnisse über den Zusammenhang zwischen TGF-β, seiner Smad-abhängigen 
Signaltransduktion und der Leberfibrose gibt, bleiben wichtige Fragen offen. Bis heute ist noch nicht 
genau geklärt, wie sich der TGF-β-Signalweg während verschiedener Schädigungsstadien der 
Fibrogenese in vivo manifestiert. Der intrazelluläre Signalweg von TGF-β und die TGF-β-abhängige 
Expression profibrogener Zielgene sind wichtige Forschungsziele. In den letzten Jahren wurden die 
TGF-β-Rezeptoren und die Smad-Proteine als deren intrazelluläre Mediatoren identifiziert. 
Für die Entwicklung von Therapien bzw. zur Prävention der Entstehung von Fibrosen in 
verschiedenen Organen (Leber, Lunge, usw.) ist es wichtig, molekulare Details der Signalwege 
aufzuklären, um bei einer Intervention erwünschte physiologische Abläufe wie Immunmodulation oder 
Wundheilung, die für die Aufrechterhaltung der Gewebefunktion wichtig sind, nicht ebenfalls 
auszuschalten. Die besondere Bedeutung von TGF-β für die Aktivierung und Transdifferenzierung von 
ruhenden HSC hin zu proliferierenden und fibrotischen Myofibroblasten, ein wichtiger Schritt in der 
Fibrogenese, wurde in unserer Arbeitsgruppe eingehend dargelegt. Weiterhin konnte gezeigt werden, 
dass Smad7 ein potenter Antagonist von TGF-β ist und in vivo nach Überexpression diesen Prozess 
verhindern kann.  
Zur Vertiefung der Datenlage wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression der Smads durch 
Analyse von mRNA- und Proteinexpression während der experimentell induzierten Leberfibrose bei 
Ratten zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht und mit dem Grad der Schädigung korreliert. 
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4 Material und Methoden 
 
4.1 Tiere 
Für die Experimente wurden männliche Sprague Dawley Ratten (Harlan-Winkelmann, Borchen, 
Deutschland) mit einem Gewicht von 220-240 g verwendet. Alle Tiere hatten freien Zugang zu Wasser 
und Futter und wurden in einer Temperatur-kontrollierten Umgebung von 22 °C mit einem 12 Stunden 
Hell/Dunkel Zyklus gehalten. Nach Narkotisierung der Ratten mit 100 mg/kg Ketamin (Sanofi-CEVA, 
Düsseldorf, Deutschland) wurde eine mediale Laparatomie durchgeführt. Der Gallengang wurde 
anschließend durch Anheben der Leber in der Nähe des Leberhilus lokalisiert, dargestellt und nach 
doppelter Ligatur mit resorbierbarem Fadenmaterial (Vicryl, Ethicon, Brüssel, Belgien) zwischen den 
Ligaturen durchtrennt. Bei den Kontrolltieren wurde auch eine mediale Laparatomie mit Darstellung 
des Gallenganges durchgeführt. Dieser wurde aber weder ligiert noch durchtrennt. Dann wurde die 
eröffnete Körperhöhle bei beiden Gruppen mit physiologischer Kochsalzlösung gespült und mit 
resorbierbarem Nahtmaterial durch fortlaufende Hautnaht verschlossen. Die Tiere wurden 
anschließend zu bestimmten Zeitpunkten (1, 2, 3, 4 und 5 Wochen) mit 100 mg/kg Ketamin 
narkotisiert, medial laparatomiert und durch die Durchtrennung der Aorta ascendens getötet. Die 
Leber wurde sofort entnommen und weiterverarbeitet. Ein Teil wurde für die Einbettung in Paraffin zur 
Herstellung von Schnittpräparaten behalten. Der Rest der Leber wurde direkt in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Anschließend erfolgte zur RNA- und Proteinisolierung die Pulverisierung des 
Gewebes mit der Retsch 2000® (Retsch, Haan, Deutschland) bis auf eine Partikelgröße von ca. 0,5 
µm unter Gebrauch von flüssigem Stickstoff. 
 
4.2 RNA 
4.2.1 Präparation aus Gewebe 
Die RNA-Isolierung erfolgt unter einem Abzug mit TRIZOL (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland). 
Etwa 0,1 g tiefgefrorenes Lebergewebe wird in das mit 1 ml Trizol gefüllte Zellkulturgefäß (2 ml 
Eppendorf, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) überführt. Anschließend homogenisiert man das 
heterogene Gemisch mit dem Mixer, um die Zellmembranen zu zerstören und die intrazelluläre RNA 
in die Suspension freizusetzen. Nun erfolgt 5 Minuten eine Inkubation der Proben bei 
Raumtemperatur, um eine vollständige Dissoziation der Nukleoprotein-Komplexe zu erreichen. Man 
füllt die Suspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß um und pipettiert 0,2 ml Chloroform zu. Nach dem 
Verschluss der Gefäße werden diese kurz mit der Hand (15 Sekunden) leicht geschüttelt und dann für 
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weitere 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden die Proben bei 12.000 x g 
und 4 °C (Biofuge 15R, Heraeus, Deutschland) zentrifugiert. Nach Zentrifugation bilden sich drei 
Phasen; eine untere organische, rosa gefärbte Phenol-Chloroformphase, eine Zwischenphase und 
eine obere wässrige Phase. Die RNA befindet sich ausschließlich in der oberen Phase, die etwa 60 % 
der eingesetzten Menge der Trizol-Reagenz ausmacht. Die obere Phase wird vorsichtig abpipettiert 
und in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Mit 0,5 ml Isopropanol pro ml eingesetztem Trizol wird die 
in dieser Schicht enthaltene RNA präzipitiert. Nach Zuführen des Isopropanols wird das Gefäß 
geschüttelt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend Zentrifugation für 10 Minuten 
bei 12.000 x g und 4 °C. Es entsteht ein Pellet auf dem Boden des Eppendorfgefäßes. Nun folgt der 
Schritt der RNA-Reinigung, indem der Überstand entfernt und das RNA enthaltende Pellet mit 1 ml 75 
% Ethanol pro ml eingesetztem TRIZOL gewaschen wird. Die Eppendorfgefäße werden so lange 
gevortext, bis das Pellet komplett gelöst ist. Daraufhin erneute Zentrifugation für 5 Minuten bei 7.500 x 
g und 4 °C. Es hat sich wieder ein Pellet gebildet. Das überstehende Ethanol wird abpipettiert und es 
erfolgt ein Trocknungsschritt für 10 Minuten unter dem Abzug. 
Anschließend wird das Pellet in RNase-freiem A. dest. gelöst und bei –20 oder –70 °C aufbewahrt. 
 
4.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration 
Die Konzentration wird durch Extinktionsmessung mit einem Photometer bestimmt. Es wird je 1 µl 
RNA-Lösung mit 49 µl RNase-freiem A. dest. verdünnt. Nachfolgend wird die Extinktion bei 260 nm 
und bei 280 nm gegen den Leerwert gemessen. 1 OD (optische Dichte) bei 260 nm entspricht einer 
RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Die Ratio gibt die Reinheit der RNA an und errechnet sich aus dem 
Quotienten der Extinktion 260 nm/280 nm. Saubere RNA hat eine Ratio von 1,7 bis 2,0. 
 
4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese von RNA  
Um die Integrität der Gesamt-RNA zu überprüfen, werden die RNA-Proben in einem 1%igen Agarose-
Formaldehydgel elektrophoretisch aufgetrennt. So kann man eventuelle Degradationserscheinungen 
sofort erkennen. 
 
4.2.4 Ansetzen des Agarosegels: 
0,9 g Agarose (Seakem ®LE-Agarose; Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf) wird in 9 ml 10 x MOPS-
Puffer und 81 ml H2O suspendiert. Die Suspension wird in der Mikrowelle kurz aufgekocht, bis eine 
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schlierenfreie Lösung entstanden ist. Nach Abkühlung der Lösung auf ca. 60 °C versetzt man sie mit 
15 ml Formaldehyd (37 %) unter dem Abzug. Formaldehyd hat dabei die Eigenschaft, die RNA in 
denaturiertem Zustand zu halten und RNasen zu inaktivieren. Jetzt kann das Gel gegossen werden. 
Dazu gießt man die Suspension 0,4 bis 0,5 cm hoch in eine nach oben offene Kassette, deren Boden 
von einer ebenen Glasplatte gebildet wird. Für die spätere Probenauftragung ist in der Kassette von 
oben eine Taschenschablone befestigt, deren Zähne bis ca. 1 mm über die Glasplatte reichen. Nach 
dem Erstarren des Gels werden die Taschenschablone und die vier Seitenwände der Kassette 
entfernt, so dass das Gel frei auf der Glasplatte liegt. In diesem Zustand wird das Gel in die 
horizontale Flachbett-Gelelektrophoresekammer gelegt und mit Laufpuffer (1 x MOPS) bis ca. 0,5 cm 
über der Geloberfläche bedeckt. 
 
4.2.5 Durchführung der Elektrophorese 
Die RNA-Proben müssen vor der Elektrophorese denaturiert werden. Und zwar werden 1,5 bis 3,5 µl 
der RNA-Proben mit 18,5 µl des Auftragspuffers vermischt und dann für 10-15 Minuten bei 60 °C im 
Wasserbad denaturiert. Nach Abkühlen der Proben werden sie in die Geltaschen pipettiert und es wird 
eine Spannung von 80-120 V (5-10 V pro cm Gellänge) für 1-2 Stunden angelegt. Anhand des im 
Auftragspuffer zugesetzten Bromphenolblau-Farbstoffes kann man die zurückgelegte Trennstrecke 
der Proben auf dem Gel jederzeit ablesen und bei gewünschter Strecke die Spannung abbauen und 
das Gel auf einem UV Transilluminator bei einer Wellenlänge von 254 nm auswerten. Bei guter 
Qualität der RNA erhält man nur zwei Banden, die 18S- und die 28S-Fraktion der ribosomalen RNA, 
wobei die 28S-Bande immer intensiver sein sollte. 
 
4.2.6 Lauf- und Ladepuffer 
Laufpuffer:  
MOPS-SDS             20 x konz. 
- MOPS                      1,0 M       104,6 g 
- Tris-Base                 1,0 M         60,6 g 
- SDS                       69,3 mM      10,0 g 
- EDTA                     20,5 mM        3,0 g 
   Ad       500 ml Aqua dest. 
 
Auftragspuffer: 
- 2,0 µl        10 x MOPS 
- 1,0 µl         Ethidiumbromid (10 mg/ml, 1:10 verdünnt) 
- 10 µl          Formamid deionisiert (bei –20 °C gelagert) 
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- 3,5 µl         Formaldehyd (37 %) 
- 2,0 µl         Bromphenolblau-Ladepuffer 
 
10 x MOPS-Puffer: 
- 200 mM MOPS (3´-Morpholino-propanesulfonic acid) 
- 50 mM Natriumacetat 
- 10 mM Na2EDTA 
- Ad 1 l H2Odd 
 
Anschließend pH-Wert mit Natriumhydroxid-Plätzchen (25-30 Stück) auf 7,0 einstellen, autoklavieren 
und lichtgeschützt aufbewahren. 
 
Ethidiumbromid-Stammlösung (10 mg/ml): 
100 mg Ethidiumbromid in 10 ml H2Odd lösen. 
Lichtgeschützt bei 4 °C lagern. 
 
Formamid (deionisiert): 
- 5 g Ionenaustauscher (BIORAD AG 501 X8) 
- 50 ml Formamid 
2 Stunden rühren, dann 2x durch Whatman-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) 
filtrieren. 
In 1 ml Aliquots bei -20 °C lagern. 
 
Bromphenolblau-Ladepuffer: 
- 0,09 %    Bromphenolblau 
- 0,09 %    Xylene Cyanol 
- 60 %       Glyzerol 
- 60 mM    EDTA 
 
 
4.3 Northern-Blot-Analyse 
Für eine Northern-Blot-Analyse werden 15-20 µg Gesamt-RNA oder 5 µg mRNA der zu 
untersuchenden Gewebeprobe mit Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Gewebebehandlung, die 
Isolierung der RNA, die Konzentrationsbestimmung und die elektrophoretische Auftrennung erfolgen 
wie vorstehend beschrieben. 
 
4.3.1 Blotaufbau und RNA-Transfer 
Das Northern-Gel wird für 2 x 5 Minuten in 25 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) inkubiert. Anschließend 
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wird das Gel auf dem Transilluminator zusammen mit einem Lineal, dessen Nullpunkt an die 
Geltasche angelegt wird, fotografiert. Eine Wanne mit 25 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) wird vorbereitet 
und eine Glasplatte als Brücke darübergelegt. Ein Whatman-Papierstreifen wird auf die Größe der 
Gelseiten zurechtgeschnitten, so dass er mit beiden Enden in den Puffer der Wanne reicht, wird im 
Phosphatpuffer (pH 6,5) getränkt und auf die Glasplatte gelegt. Jetzt wird das Gel auf die Brücke, d. h. 
auf das feuchte Whatman-Papier positioniert. Um das Gel herum legt man nun ca. 1 cm schmale 
Parafilmstreifen, die ca. 5 mm unter das Gel ragen. Nun schneidet man eine Nylonmembran auf die 
Größe des Gels zurecht, tränkt diese auch in dem Phosphatpuffer (pH 6,5) und legt sie auf das Gel, 
ohne Luftblasen zu bilden. Anschließend schneidet man drei Streifen Whatman-Papier auf die Größe 
des Gels zurecht, legt sie übereinander, tränkt sie ebenfalls im Phosphatpuffer (pH 6,5) und legt sie 
auf die Nylonmembran. Das Gleiche gilt nun für drei trockene Streifen Whatman-Papier und einen 
Papierhandtuch-Stapel, die folgen. Das Ganze wird dann mit einer Glasplatte und einem Gewicht von 
ca. 500 g hierauf beschwert und für mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur geblottet. Durch 
diesen Aufbau wird der Phosphatpuffer (pH 6,5) in der Wanne über die Brücke anhand von 
Kapillarkräften durch das Gel und die Membran in den Papierhandtuch-Stapel gesaugt und resultiert 
im Transport der RNA vom Gel auf die Membran. Nach abgelaufener Zeit wird bis zur Nylonmembran 
abgebaut und mit wasserfestem Stift die den Geltaschen anliegende Position der Nylonmembran 
markiert. Dann wird die nicht-RNA-Seite der Membran 5 Minuten in 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) 
geschwenkt und anschließend zwischen zwei Whatman-Papierstreifen vorsichtig von überschüssiger 
Flüssigkeit befreit. Nun wird die RNA-Seite der Membran nach oben im UV-Stratalinker (Autocrosslink, 
Start 1200-0, Reset / Stratagene, Heidelberg, Deutschland) durch crosslink gekoppelt. Die RNA wird 
so fest auf die Nylonmembran gebunden. Jetzt wird die Membran mit dem Lineal (Nullpunkt an 
Geltaschen) auf dem Transilluminator fotografiert und bis zur Hybridisierung zwischen Whatman-
Papier aufbewahrt. 
 
4.3.2 Sonden für die Markierung  
Für die Untersuchung der mRNA-Expression von Smad3 und Smad7 werden folgende Sonden 
benutzt: 
 
Für Smad7 wird aus dem Expressionsplasmid pcDNA 3.1 FlagSmad7 (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) ein 1.3 kb großes Fragment herausgeschnitten. 
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Pipettierschema der Restriktion: 
- 6 µl pcDNA 3.1 FlagSmad7 
- 1,5 µl Eco RI (10 U/µl) 
- 1,5 µl Xho I (10 U/µl) 
- 2 µl H-Buffer 10 x 
- 9 µl H2O 
 
Für Smad3 wird aus dem Expressionsplasmid pcDNA 3.1 FlagSmad3 ein 1.4 kb großes Fragment 
herausgeschnitten. 
 
Pipettierschema der Restriktion: 
- 6 µl Plasmid pcDNA 3.1 Vektor Flag-Smad3  
- 1,5 µl Eco RI (10 U/µl) 
- 1,5 µl Xho I (10 U/µl) 
- 2 µl H-Buffer 10 x 
- 9 µl H2O 
 
Mit der „Freeze Squeeze“-Methode [28] und mit Hilfe des Quantum Prep™ Gel Slice Kit (BioRad, 
München, Deutschland) wird das jeweils gesuchte Fragment aus dem Agarosegel isoliert.  
 
4.3.3 Radioaktive Markierung der Sonde 
Markiert wurde mit dem Random Primer Labeling Kit nach dem Protokoll von Gibco BRL. Die 
einzusetzende Menge an DNA wird bei 100 °C 5 Minuten denaturiert, kurz zentrifugiert und auf Eis 
gestellt. 
 
Smad7      3,5 µl (25 ng) Sonde + 14,5 µl H2O 
Smad3      3,5 µl (25 ng) Sonde + 14,5 µl H2O 
GAPDH       1 µl (25 ng) Sonde + 17 µl H2O 
 
Der folgende Ansatz wird auf Eis vorbereitet: 
            5 µl A. dest. 
            2 µl dGTP 
            2 µl dTTP 
            2 µl dATP 
          20 µl Random Primer-Puffer-Gemisch 
Jetzt pipettiert man den Nukleotid-Puffer-Mix in das Eppendorfgefäß mit der denaturierten DNA.  
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Im Isotopenlabor erfolgt die Zugabe von 
                            5 µl [³²P] dCTP 
                            und 1 µl Klenow-Enzym (3 U/µl) 
 
und anschließend inkubiert man den Gesamtansatz (50 µl) 1-2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach 
Anlagerung der Primer an komplementäre Sequenzen der DNA synthetisiert das Klenow-Fragment 
mit der vorgelegten Matrize neue DNA-Stränge, wobei das markierte Nukleotid eingebaut wird. 
Ist die Inkubationszeit vorbei, wird die Markierungsreaktion durch Zugabe von 5 µl 0,5 M EDTA (pH 
8,0) gestoppt. Mit DNA-Reinigungssäulen (Stratagene, La Jolla, USA) werden nicht inkorporierte 
Nukleotide und Salze von der radioaktiv-markierten DNA-Probe getrennt. 
 
4.3.4 Prähybridisierung 
Nachdem die geblottete Nylonmembran mit A. dest. angefeuchtet ist, wird der Blot mit der RNA-Seite 
nach innen in die Hybridisierungsröhre geschoben und eine auf 65 °C vorgewärmte 
Prähybridisierungslösung zugegeben. Die Röhre wird nun verschlossen und in dem bereits auf 65 °C 
vorgewärmten Hybridisierungsofen für mindestens 30 Minuten rotierend inkubiert. 
 
4.3.5 Hybridisierung  
Die radioaktive Sonde wird 10 Minuten im kochenden Wasserbad einzelsträngig gemacht, d. h. 
denaturiert, und in die Hybridisierungsröhre gegeben. Die anschließende Inkubation erfolgt 
mindestens 18 Stunden bei 65 °C unter ständiger Rotation der Röhre. 
 
4.3.6 Waschen der Nylonmembranen 
Nach Abschütten der radioaktiven Sonde folgen drei Waschschritte, um unspezifisch gebundene 
Anteile der Sonde von der Membran zu entfernen. 
 
1. 50 ml 250 mM Phosphatpuffer (pH 7,2), 2,5 ml 20 % SDS, 15 Minuten bei 65 °C 
2. 50 ml 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,2), 2,5 ml 20 % SDS, 15 Minuten bei 65 °C 
3. 50 ml   50 mM Phosphatpuffer (pH 7,2), 2,5 ml 20 % SDS, 15 Minuten bei 65 °C 
 
Die Membran wird aus der Hybridisierungsröhre entnommen, kurz in Aqua dest. geschwenkt und in 
Plastikfolie eingeschweißt. 
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4.3.7 Belichtung und Entwicklung des Filmes 
Die Membran wird in eine Belichtungskassette geklebt, ein Röntgenfilm aufgelegt und bei –80 °C bis 
zur Entwicklung des Filmes exponiert. 
 
4.3.8 Materialien 
 
DNA Primer (3.4.6) 
DNA-Labeling System (GIBCO-BRL) 
Klenow-Fragment (GIBCO-BRL) 
³²P-dCTP (Amersham/Pharmacia, Uppsala, Schweden) 
 
Gene Screen Hybridisierungsmix (100 ml): 
- 500 mM Phosphatpuffer (pH 7,2)       100 ml 
- 7 % SDS                                                  7 g 
- 1 mM EDTA                                      0,037 g 
 
4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht aus kleinsten Mengen DNA relativ einfach selektiv 
Teilstücke zu amplifizieren. Es lassen sich so beliebige Mengen des gewünschten DNA-Abschnittes 
herstellen, die weiter analysiert werden können. 
Um die gewünschte Sequenz zu amplifizieren, müssen die dem amplifizierten Abschnitt benachbarten 
Sequenzen bekannt sein. Die für die PCR verwendeten Primer sind entsprechend diesen Sequenzen 
synthetisierte Oligonukleotide mit circa 15-30 Basenpaaren Länge. Zwischen den Oligonukleotiden, 
die je nach Lage im Genom 5‘- oder 3‘-Primer genannt werden, synthetisiert die Taq Polymerase den 
gesuchten Abschnitt. Dazu benötigt man noch die vier Desoxyribonukleotide (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP). 
 
Der PCR-Zyklus besteht aus drei Reaktionsabschnitten:  
 
1.  Denaturierung der Matrizen-DNA (Template) durch Erhitzen auf Temperaturen von 90-99 °C. 
2.  Anlagerung der Primer an den Enden des gewünschten Abschnittes durch Absenken der 
Temperatur auf 40-68 °C. 
3.  Elongation des Komplementärstranges mit der Taq Polymerase, die die 3‘-OH-Enden der 
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Oligonukleotide als Primer und die denaturierten DNA-Stränge als Matrize benutzt. Dieser 
Reaktionsschritt erfolgt bei 60-72 °C. 
 
Der Syntheseablauf wird zyklisch wiederholt. So vervielfältigt sich der von den Primern flankierte 
Genabschnitt exponentiell. Hierbei wird die Anzahl der Zyklen je nach Versuchsbedingungen vorher 
festgelegt und liegt zwischen 20 und 40. 
 
4.4.1 Real time PCR mit Hybridisierungsproben 
Die real time PCR ermöglicht die Quantifizierung der neu entstehenden DNA-Fragmente im 
Gegensatz zur konventionellen PCR. Hierbei wird die Amplifikation des PCR-Produktes durch 
Fluoreszenzmessung direkt nach jedem Zyklus auf einem Monitor ersichtlich. 
 
4.4.2 Messprinzip 
Der spezifische Nachweis von PCR-Produkten wird durch Hybridisierungssonden ermöglicht; 
unspezifische Produkte und Primerdimere werden hier nicht detektiert. Die RNA wird in cDNA 
umgeschrieben. Eine definierte Menge cDNA wird als Matrize für die PCR im LightCycler™ 
eingesetzt. Zusätzlich zu allen Komponenten, die für eine konventionelle PCR benötigt werden, 
werden zwei verschiedene Hybridisierungssonden benutzt. Diese sind mit zwei unterschiedlichen 
fluoreszierenden Farbstoffen markiert, die in einer head to tail Anordnung an das denaturierte 
amplifizierte DNA-Fragment hybridisieren. 
Hybridisierungssonde 1 ist am 3´-Ende mit Fluorescein markiert, Hybridisierungssonde 2 ist mit Red 
640 markiert. Die beiden aufeinander zugerichteten so genannten Fluorophore interagieren über 
Fluoreszenz Resonanz Energietransfer (FRET). Dabei überträgt der kurzwelligere Farbstoff 
Fluorescein, der mittels blauem Licht angeregt wird, seine Energie strahlungslos an den 
langwelligeren Farbstoff LightCycler™ Red. Dieser gibt dann ein rotes Licht ab, das detektiert wird. 
Das Signal kommt nur zustande, wenn beide Sonden sich in räumlicher Nähe binden, d. h. nicht 
weiter als 1-5 Nukleotide voneinander entfernt. Bei einem Überschuss an Sonden ist die 
Signalfluoreszenz proportional zur Menge der vorliegenden Zielsequenz. Die Fluoreszenz wird einmal 
pro PCR-Zyklus gemessen, während der annealing-Phase, und nur, wenn beide Oligonukleotide 
gleichzeitig hybridisieren. Abhängig von der Ausgangskonzentration der DNA beginnt der Anstieg der 
Signalintensität in verschiedenen Zyklen der PCR. Je mehr DNA des Zielgens am Anfang vorhanden 
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war, umso eher steigt die Signalintensität an. Auf diese Weise ist es möglich, auf die Konzentration 
des untersuchten Produkts rückzuschließen, also eine Quantifizierung durchzuführen. 
Zwei Nukleinsäurestränge hybridisieren, wenn ihre Sequenzen ausreichend komplementär sind und in 
Abhängigkeit von der Temperatur. Zwei komplementäre Sequenzen ziehen sich nicht über die 
Entfernung an, sondern die einzelnen Moleküle treffen sich zufällig durch Kollision. Liegen 
komplementäre Sequenzabschnitte vor, können sich beide aneinander binden. Das gilt in gleichem 
Maße auch für ähnliche Zielsequenzen. Bei einer Übereinstimmung der benachbarten Basen werden 
ausgehend von diesem initialen Kristallisationspunkt sich auch diese binden, ebenso wie auch ein 
Reißverschluss geschlossen wird. Die Bindung ist reversibel. Die Stärke der Bindung berechnet sich 
in thermodynamischen Größen. Sie kann auch als Wahrscheinlichkeit der Bindung betrachtet werden. 
Bei einem kinetischen Ansatz wird man On-Raten und Off-Raten vergleichen. In der Praxis wird der 
Schmelzpunkt Tm als messbare Größe verwendet.  
Der Tm beschreibt die Temperatur, bei der gebundene und freie Sequenzen miteinander im 
Gleichgewicht stehen. Der Tm kann in einer Schmelzkurve experimentell bestimmt werden. Um eine 
hohe Bindungsrate zu erreichen, wird man einen Überschuss an Hybridisierungssonden verwenden. 
Zusammengefasst, erlaubt das LightCycler™ System die Dokumentation des Verlaufs der 
Polymerase-Kettenreaktion ohne Zeitverzögerung online am Rechner. Die zyklischen 
Temperatureinstellungen werden durch Aufheizen bzw. Abkühlen von Luft erreicht. Durch den 
Gebrauch von Luft für eine schnelle Temperaturregelung und den Einsatz von Glaskapillaren mit 
einem hohen Oberflächen/Volumen-Quotienten wird die Dauer für einen PCR-Zyklus auf unter 30 
Sek. reduziert. 
 
4.4.3 Die Auswahl von Hybridisierungssonden 
Im folgenden Text werden einige Auswahlregeln für die Auswahl von Hybridisierungssonden erläutert. 
Diese sind für die beiden hauptsächlichen Applikationen, Quantifizierung und Typisierung, etwas 
unterschiedlich. Für die Quantifizierung ist es wichtig, ein starkes Signal zu generieren. Die Sonden 
können dabei an einer beliebigen, idealen Stelle der Zielsequenz positioniert sein. Bei einer 
Typisierung müssen die Sonden an der bezeichneten Stelle liegen, und es ist nicht unbedingt möglich, 
weniger geeignete, 'schwierige' Sequenzmotive zu umgehen. Für einige Fragestellungen ist es nicht 
unbedingt möglich, eine Analyse mit Hybridisierungssonden durchzuführen: 
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• Bestimmung der Anzahl (längerer) repetitiver Sequenzelemente  
• die Analyse von Variationen innerhalb von repetitiven Sequenzen  
• eine differenzielle Quantifizierung in einer Duplex-PCR, wenn extrem unterschiedliche 
Mengen an Zielsequenz vorliegen  
• eine differenzielle Quantifizierung unter Verwendung identischer Primer und typspezifischer 
Sonden  
 
 
4.4.4 RT-PCR mit Sybr®Green 
Sybr Green ist ein Farbstoff, der die Eigenschaft besitzt, sich in die kleine Furche doppelsträngiger 
DNA einzulagern, d. h. zu interkalieren. Durch diese Bindung wird die emittierte Fluoreszenz bei 
gleicher Anregungsintensität um ein Vielfaches verstärkt und man erhält ein Signal, dessen Intensität 
direkt proportional zu der Zahl der vorhandenen Doppelstränge ist. Diese Tatsache wird bereits seit 
längerem zum Färben von DNA in Agarosegelen verwendet, lässt aber nur unter bestimmten 
Voraussetzungen einen Rückschluss auf die Zahl der Ausgangskopien im PCR-Ansatz zu (reine 
Endpunktbestimmung). Im LightCycler™ wird diese emittierte Fluoreszenz nach jedem Zyklus 
(Verdoppelung der Menge an doppelsträngiger DNA) gemessen. Nach einer bestimmten Zahl von 
Zyklen (abhängig von der Zahl der Ausgangskopien) wird die Fluoreszenz messbar. Dieses Signal ist 
direkt proportional zur Menge an gebildeter DNA und steigt wie auch die Menge an DNA exponentiell 
bis zum Erreichen eines Maximums an. Korreliert man nun den logarithmischen Anstieg mit dem 
entsprechenden Zyklus und vergleicht dies mit Standards, erhält man eine direkte quantitative 
Aussage. 
 
 
 
4.4.5 Umschreiben der RNA in cDNA 
Durch Reverse Transkriptase (Qiagen, Hilden, Deutschland) wird die in der Gesamt-RNA enthaltene 
mRNA (4-5 %) in cDNA umgeschrieben. Um RNA Degradation zu verhindern, ist es gerade wichtig, 
die Reagenzien auf Eis zu setzen. Die cDNA wird hergestellt, indem 1 µg RNA-Probe zusammen mit 2 
µg Oligo-dT Primer (Roche, Mannheim, Deutschland) in ein 0,5 ml Eppendorfgefäß pipettiert und mit 
RNase-freiem H2O auf ein Volumen von 14 µl gefüllt werden. Dieser Ansatz wird dann zur 
Denaturierung der RNA 10 Minuten bei 70 °C im Thermocycler (Biometra, Göttingen, Deutschland) 
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inkubiert. Anschließend werden die Proben kurz zentrifugiert.  
 
Auf Eis wird folgender Reaktionsmix angesetzt und zu jeder RNA-Probe pipettiert: 
dNTP Mix, 10 mM    2,0 µl 
RNase Inhibitor (10 units/µl)   1,0 µl 
Reverse Transkriptase (0,5 units/µl)  1,0 µl 
10 x Puffer RT     2,0 µl 
Pufferzusammensetzung: 
                                    250 µl 1 M Tris HCl, pH 8,2 
                                    250 µl 1 M KCl 
                                      30 µl 1 M MgCl2 
                                    470 µl H2O  
 
 
Es entsteht ein Gesamtvolumen von 20 µl je RNA-Probe, das kurz gevortext und zentrifugiert wird. 
Der nächste Schritt ist eine weitere Inkubation der Proben im Thermocycler. Das ausgewählte 
Programm enthält drei Phasen: 
 
1. Hybridisierung  25 °C 10 Minuten 
2. Synthese der cDNA  42 °C 60 Minuten 
3. Enzym-Denaturierung 95 °C   5 Minuten 
 
Die entstandene cDNA kann sofort für die PCR eingesetzt oder bei –70 °C tiefgefroren werden. 
 
4.4.6 Versuchsdurchführung RT-PCR 
Von jeder zu untersuchenden cDNA-Probe werden 10 µl in ein Eppendorfgefäß gegeben, gevortext 
und zentrifugiert. Dieses Gemisch dient als interner Standard, der in folgenden Verdünnungen 
eingesetzt wird.  
 
 
1:1         verdünnt mit RNase-freiem Wasser 
1:2         verdünnt mit RNase-freiem Wasser 
1:3         verdünnt mit RNase-freiem Wasser 
1:4         verdünnt mit RNase-freiem Wasser 
1:5         verdünnt mit RNase-freiem Wasser 
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Bei der Standardreihe werden jeweils 4 µl eingesetzt und eine Doppelbestimmung durchgeführt. Bei 
den Proben werden Doppelbestimmungen eingesetzt, nachdem sie 1:2 mit RNase-freiem Wasser 
verdünnt wurden. Auch hier werden 4 µl eingesetzt. 
 
Pipettierschema für den Primer-Mix: 
 
Mit Hybridisierungssonden:                                   
-LC-DNA     LC-DNA      2 µl 
  (Kit, ready to use Reaktionsgemisch für PCR, enthält Taq DNA Polymerase, Puffer, dNTP-Mix, 10 mM MgCl2) 
-MgCl2        2,4 µl           
  (Kit, 25 mM stock solution, zur Optimierung der MgCl2-Konzentration) 
-Hybridisierungsprobe 1 x     2,5 µl  (10 pmol)                  
-Hybridisierungsprobe 2 Lc     2,5 µl  (10 pmol)                  
-Primer rev           1 µl (10 pmol)  
-Primer for       1 µl (10 pmol) 
-RNase-freies Wasser        add 17 µl  
 
Mit Sybr®Green:                      
PCR-Mix  10 µl    
  (Kit, ready to use Reaktionsgemisch für PCR, enthält Taq DNA Polymerase, Puffer, dNTP-Mix, 10 mM MgCl2, SybrGreen I) 
Primer rev  1 µl (10 pmol) 
Primer for  1 µl (10 pmol)   
RNase-freies Wasser 4 µl 
 
Der Reaktionsansatz (16 µl) wird zuerst in die LightCycler™-Kapillare pipettiert, anschließend werden 
4 µl Probe bzw. Standard zupipettiert und man erhält einen Gesamtansatz von 20 µl. Die Kapillaren 
werden mit den dazugehörigen Plastikkappen verschlossen und mindestens 30 Sekunden bei 500 x g 
zentrifugiert, bis sich der Ansatz im unteren Teil der Kapillaren befindet.  
Diese werden anschließend in ein Karussell eingelegt, das Platz für 32 Kapillaren bietet. Die RT-PCR 
wird nun mit dem LightCycler™-System der Firma Roche durchgeführt. 
 
4.4.7 Material 
cDNA Synthesis Kit, Roche 
LightCycler™ Capillaries, Roche 
LightCycler™, Roche 
 
4.4.8 Primer  
Ratte Smad7: 117 bp Fragment 
Ratte Smad 7 for: 5`-GGAGTCCTTTCCTCTCTC-3`  
Ratte Smad 7 rev: 5`GGCTCAATGAGCATGCTCAC-3`,     
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(MWG Biotech, Berlin, Germany) 
 
Hybridisierungsproben für Smad7 
5`LC640-AACCTGTTGTATTGCAGATTTGGGACTTGCTG-Ph-3`;                    
5`-AGCACTACGATGCTAAATTTCCGATGAG-fluorescin-3`;   
(TIB Molbiol, Elbersberg, Germany) 
 
Ratte Smad 2: 288 bp Fragment 
Ratte Smad2 for: 5´-GGACGATTAGATGAGCTTG-3´;  
Ratte Smad2 rev: 5´-GTATTCGCAGTTCTCGATCG-3´; 
(MWG Biotech) 
 
Ratte Smad 3: 202 bp Fragment 
Ratte Smad3 for: 5´-TTGAGGCTGTCTACCAGTTG-3´; 
Ratte Smad3 rev: 5´-TAAGACACACTGGAACAG-3´; 
(MWG Biotech) 
 
Ratte Smad 4: 263 bp Fragment 
Ratte Smad4 for: 5´-GATAGCGTCTGTGTGAACC-3´; 
Ratte Smad4 rev: 5´-GTACTGGTGGCATTAGACTC-3´; 
(MWG Biotech) 
 
 
4.5 Proteinisolierung 
0,5 g frisches Lebergewebe wird in ein mit 400 µl RIPA-Lysis-Puffer und Proteinase-Inhibitor gefülltes 
Eppendorfgefäß gegeben und mit dem Ultra-Turrax (IKA, Staufen, Deutschland) mechanisch fein 
zerkleinert. Dadurch werden die Zellmembranen zerstört und die intrazellulären Proteine gelangen in 
Suspension. Anschließend wird das homogenisierte Zelllysat 15 Min. auf Eis in das Ultraschallbad 
gestellt. Hier werden die Proteine von den teils zerstörten Zellmembranen befreit. Das Zelllysat wird 
anschließend 15 Min. bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Zellreste wie Membranen, Zytoskelett, 
RNA oder DNA bilden auf dem Boden des Eppendorfgefäßes ein Pellet, während die Proteine in dem 
klaren Lysis-Puffer über dem Pellet gelöst vorliegen. Der Überstand wird in ein neues Gefäß überführt, 
das Proteinlysat wird aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei –70 °C eingefroren.   
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4.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration  
Die Proteinkonzentration wird mit dem DC Protein-Test (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland) ermittelt. Dabei misst man eine von der Proteinkonzentration abhängige 
Farbentwicklung. Das System basiert auf einer Reaktion der Proteine mit alkalischer Kupfertartrat-
Lösung (Reagenz A) und dem Folin-Reagenz (Reagenz B). Die Farbentwicklung vollzieht sich in zwei 
Schritten: Es erfolgt die Umsetzung zwischen Protein und Kupfer in einem alkalischen Medium und 
die Reduktion des Folin-Reagenzes durch kupfergebundenes Protein. Dabei wird umso mehr Folin-
Reagenz reduziert und somit Farbstoff produziert, je mehr Protein in der Probe enthalten ist. Die 
Intensität des Farbsignals wird photometrisch bei 690 nm Wellenlänge gemessen. 
 
4.5.2 Durchführung  
Es werden je 20 µl Reagenz S mit 1 ml Reagenz A´ versetzt. Es entsteht das Arbeitsreagenz A. Es 
wird ein Proteinstandard von 3 µg/µl verwendet; dieser wird in folgenden Verdünnungen eingesetzt: 
1:1 
1:2,5 
1:5 
Für die Proben, Standards und den Leerwert wird jeweils eine Dreifach-Bestimmung durchgeführt. Als 
Leerwert wird der RIPA-Lysis-Puffer mit Proteinaseinhibitor verwendet. 
Dann werden je 5 µl Probe/Standard/Leerwert in die Fächer einer Mikrotiterplatte pipettiert, danach je 
25 µl Arbeitsreagenz A‘ und je 200 µl Reagenz B hinzugegeben und 15 Minuten unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Nun kann die Absorption bei 690 nm gemessen werden. Mit den Werten des 
Proteinstandards wird nun eine Standardkurve erstellt, mit der die Konzentration jeder Probe 
abgelesen werden kann. 
 
4.5.3 Material  
RIPA-Lysis-Puffer  
TrisHCl, 1 M pH 7,4 
NaCl, 5 M 
EDTA, 500 mM 
NP, 40 1 % 
Natriumdesoxycholat, 0,25 % 
50 x Protease-Inhibitor-Cocktail: 
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Eine Tablette Complete™ (Roche) in 1 ml Aqua dest. lösen. 
 
Proteinstandard:  
Protein-Test-Standard II, Bio-Rad, (Rinderserum-Albumin), in 10 ml H2O gelöst,  
ergibt eine Proteinkonzentration von 3 µg/µl. 
 
DC Protein-Test, Bio-Rad, bestehend aus: 
Reagenz A, 250 ml 
Reagenz B, 1000 ml 
Reagenz S, 5 ml 
 
Microtiter®-Platten (Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland) 
 
4.6 Western-Blot-Analyse 
Der Western-Blot dient dem Nachweis spezifischer Proteine aus einem komplexen Proteingemisch. 
Die Proteine werden hierbei in einem Gelträger in einem angelegten elektrischen Feld ihrer Größe 
nach aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und dort immobilisiert. Der Nachweis des gesuchten 
Proteins erfolgt durch einen spezifischen ersten Antikörper. Der nun proteingebundene erste 
Antikörper wird durch einen zweiten Antikörper detektiert, der radioaktiv markiert oder an ein Enzym 
(z. B. Peroxidase) gekoppelt ist. 
 
4.6.1 Probenvorbereitung  
Die Proteinproben werden mittels PAGEprep™Protein Clean Up And Enrichment Kit (Pierce 
Biotechnology Inc., Rockford, Illinois, USA) vor der Gelelektrophorese aufgereinigt und angereichert. 
50 µl Protein (35 µg) werden mit 50 µl DMSO (Dimethyl Sulfoxid) in Lösung gebracht. Des Weiteren 
werden zu jeder Probe 20 µl PAGEprep™Slurry hinzupipettiert und 5 Sekunden gevortext. Nach einer 
kurzen Inkubation von 1-2 Minuten wird der Ansatz 2 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert und der 
Überstand vorsichtig entfernt. Jetzt wird gewaschen, indem zum Filtrat 0,15 ml 50 % DMSO 
zupipettiert werden und der Ansatz nach kurzem Vortexen 2 Minuten bei 5000 x g des 
Eppendorfgefäßes zentrifugiert wird. Der Überstand wird entfernt und der Waschschritt wiederholt.  
Dem Filtrat werden 50 µl Elutions-/Ladungspuffer zugegeben und wiederum gevortext, bei 5000 x g 2 
Minuten zentrifugiert und der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Jeweils 4 µl 1 M DTT 
werden zugegeben. Der Deckel des Eppendorfgefäßes wird verschlossen und der Ansatz wird zur 
Denaturierung der Proben für 5 Minuten bei 90 °C inkubiert. Die Proben werden so verwendet oder 
bei –70 °C eingefroren. 
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4.6.2 Gelelektrophorese  
Durch Gelelektrophorese werden die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Um 
die Auftrennung zu verfolgen und später das Molekulargewicht der Proben zu bestimmen, wird zu 
jedem Gel ein Benchmark-Proteinstandard mit aufgetragen. Dieser besteht aus 10 Proteinen mit 
Molekulargewichten zwischen 10 und 200 kDa. Von dem Gel wird nun der Taschenkamm entfernt und 
die Taschen werden 3-mal mit Laufpuffer gespült. Anschließend wird das Gel in eine Novex-Mini-Cell-
Elektrophoresekammer eingesetzt, die mit dem Laufpuffer gefüllt wird, bis das Gel ca. 0,5 cm 
überschichtet ist. Die Proben (20 µl) und der Benchmarker werden vorsichtig in die Geltaschen 
pipettiert und die Kammer geschlossen. Die Elektrophorese wird jetzt bei einer angelegten Spannung 
von 200 V ca. 45 Minuten durchgeführt. 
 
4.6.3 Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membran 
Nach der Auftrennung der Proteine durch die Gelelektrophorese erfolgt die Übertragung auf eine 
Nitrocellulose-Membran durch elektrophoretisches Blotten. Die hydrophobe Membran wird schon 
während der Elektrophorese zunächst 5 Minuten in 30 % Methanol benetzt und dann mindestens 5 
Minuten in Tobwin-Transferpuffer äquilibriert. Das Gel wird nach der Elektrophorese ebenfalls für 5 
Minuten mit Tobwin-Transferpuffer gewaschen. Unterdessen werden drei in Gelgröße zugeschnittene 
Filterpapiere (Whatman, 0,75 mm dick) mit Transferpuffer getränkt. Darauf platziert man nun das Gel 
und auf das Gel kommt wiederum die Nitrocellulose-Membran. Darauf werden drei weitere 
Filterpapiere (Whatman), die auch die Größe des Gels haben, in Transferpuffer getränkt und oben auf 
die Nitrocellulose-Membran gelegt. Die Proteinübertragung findet in einem vertikalen Puffertank statt, 
indem der Blotaufbau mit der Gelseite zur Kathode und der Membranseite zur Anode in einer Blotting-
Kassette in den Puffertank eingelegt wird. Der Puffertank befindet sich bei 4 °C im Kühlraum. Die 
besten Ergebnisse erhält man, wenn über Nacht geblottet wird, also ca. 12 Stunden bei einer 
angelegten Spannung von 40-50 Volt. 
 
4.6.4 Proteinnachweis durch Antikörper  
Ist der Blottvorgang beendet, wird die Nitrocellulose-Membran aus der Blotting-Kassette entnommen, 
in eine geeignete Schale gelegt und 5 Minuten in TBST gewaschen. Dabei ist wichtig, dass die Schale 
während des ganzen Vorganges auf einer Wippe steht, die mit einer Frequenz von 25-30 pro Minute 
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arbeitet. Anschließend wird die Membran eine Stunde in 5 % Milchpulver/TBST inkubiert. Auf diese 
Weise wird eine unspezifische Bindung des zur Detektion verwendeten Antikörpers verhindert, indem 
freie Bindungsstellen an der Membran blockiert werden. Nach dem Blocken folgt eine zweistündige 
Inkubation mit dem ersten Antikörper, der in der Regel 1:2000 in 5 % Milchpulver/TBST verdünnt 
eingesetzt wird. Die Membran wird je 5 Min 3 x mit TBST und 3 x in TBS gewaschen und eine Stunde 
mit dem zweiten Peroxidase-gekoppelten Antikörper inkubiert. Es wird wieder 3 x mit TBST und 3 x 
mit TBS gewaschen. 
 
4.6.5 Nachweis durch Lumineszens 
Die Nitrocellulose-Membran wird nach dem letzten Waschen kurz zwischen zwei Whatman-Papieren 
vorsichtig abgetrocknet. Nun werden Luminol/Enhancer-Lösung und Peroxid-Lösung zu gleichen 
Teilen versetzt und auf die Proteinseite der Membran pipettiert, so dass diese vollständig mit Lösung 
bedeckt ist. Die Membran wird 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, man lässt die Membran 
abtropfen und legt sie in eine Plastikfolie. Die Lumineszenz wird sofort am Lumino Imager (Roche) 
gemessen, weil das Produkt der Lösung zerfällt. Die Expositionszeit im Imager liegt in der Regel 
zwischen 1 bis 10 Minuten, abhängig von der Intensität der Signale. 
 
4.6.6 Material 
PAGEprep™Protein Clean-UP and Enrichment Kit (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, Illinois, USA) 
Transfermembran: Nitrocellulose-Membran, 0,45 µm, (Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland) 
Antikörper, Reagenzien: 
Anti-Smad7 Antikörper (N19, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA) 
Anti-Smad4 Antikörper (N16, Santa Cruz Biotechnology Inc) 
Mouse Monoclonal Anti-Alpha-Smooth muscle Actin Antikörper (Sigma Aldrich, Schnelldorf, 
Deutschland) 
Anti Ziege Peroxidase-gekoppelter Antikörper (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 
Anti Maus Peroxidase-gekoppelter Antikörper (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 
SuperSignal® West Dura Luminol/Enhancer Solution (Pierce) 
SuperSignal® West Dura Stable Peroxide Solution (Pierce) 
 
Trenngel und Laufpuffer 
NuPage™ 4-12 % Bis-Tris Gel, 1,0 mm x 10 well (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), Laufpuffer: 
MOPS SDS Running Buffer (20 x) (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
 
TBS: 
10 mM Tris pH 8,0 
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150 mM NaCl 
 
TBST: 
10 mM Tris pH 8,0 
150 mM NaCl 
0,05 % Tween 20 
 
 
Transferpuffer nach Tobwin: 
Tris 25 mM 
Glyzin 192 m 
Methanol 20 % 
pH 8,3  
3,03 g Tris und 14,4 g Glycine in 500 ml Aqua dest. lösen, 200 ml Methanol hinzugeben und auf 1 l 
Aqua dest. Auffüllen. 
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5 Ergebnisse  
 
5.1 Leberwerte 
Die Induktion der Leberfibrose erfolgte durch eine Gallengangsligatur und wurde in einem Zeitraum 
von 1-5 Wochen untersucht. Zur Beurteilung der Integrität der Leberzellen und des Grades der 
Schädigung wurde eine Enzymdiagnostik durchgeführt. Als Indikatoren einer Leberzellschädigung 
wurden Serumaktivitäten von Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotransferase (AST) 
aus Blutproben der Ratten untersucht, wobei diese direkt im Anschluss an die Laparatomie bei Tötung 
des Tieres entnommen und ausgewertet wurden. Die entnommenen ALT- und AST-Serumwerte 
stiegen schon 1 Woche nach Gallengangsligatur im direkten Vergleich zu den Kontrolltieren stark an 
und zeigten sich im Verlauf stets erhöht (Abb. 4 A und Abb. 4 B). Die Bilirubinkonzentration im Serum 
war aufgrund des Rückstaues der Galle (Erfolgskontrolle) durch die Ligatur bei den 
gallengangsligierten Tieren deutlich erhöht (Abb. 4 C).  
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Abb. 4 A-C: Dargestellt sind die Leberenzyme. Zum Vergleich sind Kontrolltiere (Kontrolle) und die gallengangsligierten Ratten 
(GGL) dargestellt. Das Serum wurde direkt nach Tötung der Tiere entnommen. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- SD. Die 
Konzentrationen sind jeweils in mg/dl bzw. units/l angegeben. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (* p < 
0,05) (GGL = Gallengangsligatur) 
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5.2 Histologie  
Um zu zeigen, ob und wie weit die Fibrogenese der Leber fortgeschritten ist bzw. überhaupt 
stattgefunden hat, wurden mehrere Präparatschnitte, die unterschiedliche Zeitpunkte der Fibrose 
repräsentieren, mit verschiedenen Methoden gefärbt. Die histologische Beurteilung erfolgte an in 
Paraffin eingebettetem Material, das in hauchfeine Scheiben geschnitten, auf Glasobjektträger 
aufgezogen und gefärbt wurde. Die Routinefärbung in der Pathologie ist die Hämatoxilin-Eosin-
Färbung. Dargestellt ist der natürliche Aufbau der Leber (A) im Gegensatz zu einer durch die 
Gallengangsligatur induzierte Leberfibrose zu einem Zeitpunkt nach 4 Wochen (B). Die Degeneration 
der Leberzellen ist sehr deutlich, man sieht stark geschwollene, vakuolig degenerierte bzw. bereits 
nekrotische Leberzellen (= kernlose Zellreste). C und D verdeutlichen die Ergebnisse bei einer 400-
fachen Vergrößerung.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 5 A-D: Abbildung A zeigt eine sham-Leber (Kontrolle) in HE-Färbung (200-fache Vergrößerung), Abbildung B einen 
repräsentativen Ausschnitt aus einer fibrotischen Leber bei Zustand nach Gallengangsligatur zum Zeitpunkt nach 4 Wochen. 
Abbildung C und D stellen Vergrößerungen des gleichen Abschnitts dar (400-fache Vergrößerung). Die Kerne zeigen sich 
blauschwarz bis violett, die cytoplasmatischen Bestandteile rosa bis rot.  
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Als Nächstes wurde eine Trichrom-Färbung der Schnitte nach Ladewig vorgenommen. Die Ladewig-
Färbung stellt das Kollagen blau dar und markiert auch das Retikulinfasergerüst. Die Färbung dient 
dem Kollagen-Nachweis und veranschaulicht die Vermehrung des Kollagengehalts bei der 
Leberfibrose. Eine Vermehrung des Kollagens ist nach 4 Wochen Gallengangsligatur deutlich zu 
erkennen. 
 
 
Abb. 6 A-D: Trichrom-Färbung nach Ladewig. Abbildung A zeigt ein repräsentatives Bild einer gesunden Leber, Abbildung B 
einen repräsentativen Ausschnitt einer Leberfibrose bei Zustand nach 4-wöchiger Gallengangsligatur (200-fache 
Vergrößerung). Abbildung C und D stellen Vergrößerungen des gleichen Abschnitts dar (400-fache Vergrößerung). Die Kerne 
zeigen sich schwarz, Erythrozyten orange, das Zytoplasma rot und das Kollagen blau. 
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5.3 Glattes Muskel alpha Aktin (α-Smooth Muscle Actin / α-SMA) 
Alpha-smooth muscle Aktin (α-SMA), ein kontraktiles Muskel-Aktin, ist ein stark konserviertes Protein 
und Hauptbestandteil von Mikrofilamenten, die die Zellmorphologie und -bewegung kontrollieren [29]. 
Während der Leberfibrose werden die HSC aktiviert und synthetisieren dabei eine große Menge an 
extrazellulärer Matrix. Die Aktivierung der HSC durch den Schlüsselmediator der Fibrogenese TGF-β1 
in der zirrhotischen Leber (in vivo) und in der Kultur (in vitro) geht einher mit großen Veränderungen 
des Phänotyps und einer erhöhten Expression von α-ASM, einem definitiven Marker der 
Transdifferenzierung hepatischer Sternzellen [30, 31]. Dabei können HSC nach Aktivierung TGF-β1 
selbst produzieren und sich im Verlauf para- und autokrin stimulieren. In Übereinstimmung mit diesen 
Ergebnissen konnte auch ein Anstieg von α-ASM im Verlauf der experimentell induzierten 
Leberfibrose im Hinblick auf den Zeitpunkt und die Dauer der Progression der Fibrose gezeigt werden. 
Die Bestimmung der α-ASM Proteinexpression zeigt deutlich eine Erhöhung als Beweis der 
Transdifferenzierung hepatischer Sternzellen. 
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Abb. 7 A-B: α-SMA Proteinexpression während der experimentell induzierten Leberfibrose (A). 35 µg Proteinlysate von 
gallengangsligierten Ratten und sham-operierten Ratten wurden jeweils aufgetragen. Dabei wurde ein Primärantikörper gegen 
α-SMA benutzt. Als Beladungskontrolle wurde anschließend eine Ponceau-rot Färbung durchgeführt. Dargestellt ist ein 
repräsentativer Blot von drei unabhängigen Experimenten der α-SMA Proteinexpression. Die Intensität der Banden wurde 
mittels Lumi Imager (Roche) densitometrisch ausgewertet und nach Ponceau-Rot Färbung abgeglichen. Die Balkendiagramme 
(B) veranschaulichen die densitometrische Auswertung mit MW +/- SD aus drei unabhängigen Versuchen. (GGL = 
Gallengangsligatur) 
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5.4 Smad2  
Smad2 ist ein rezeptorreguliertes Smad-Protein, dass über den TGF-beta1 Rezeptor an seinem C-
terminalen Ende an einem SSVS Motiv phosphoryliert wird. Anschließend oligomerisiert es mit Smad4 
und gelangt so in den Zellkern, um sich dort an DNA zu binden und die Transkription zu beeinflussen. 
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Versuchstieren gezeigt 
werden (Abb. 8).  
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Abb. 8: Gezeigt ist die Smad2-Expression auf mRNA-Ebene. Aus Gesamt-RNA umgeschriebene mRNA wurde in einer 
LightCycler™ real-time quantitativen RT-PCR-Analyse eingesetzt, wobei spezifische Smad2-Primer und Sybr®Green 
verwendet wurden. Die relativen Lichteinheiten geben das Ausmaß der Fluoreszenz an. Die Fluoreszenz ist ein Messparameter 
für die während der Reaktion entstandene spezifische DNA. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhängigen 
Versuchen. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt (keine Signifikanz). (GGL = Gallengangsligatur) 
 
 
5.5 Smad3  
 
Ebenso wie das Smad2 ist auch Smad3 ein Mediator, über den das TGF-β-Signal vom Rezeptor in 
den Zellkern vermittelt. Um zu untersuchen, inwieweit die mRNA-Expression von Smad3 durch die 
durch Gallengangsligation induzierte Leberfibrose beeinflusst wird, wurden Messungen mittels einer 
quantitativen real-time RT-PCR durchgeführt. Dabei sind spezifische Smad3-Primer (Ratte) und 
Sybr®Green zum Nachweis eingesetzt worden. Es konnte gezeigt werden, dass die Smad3-
Expression bei den gallengangsligierten Tieren signifikant erniedrigt ist (Abb. 9). 
Abb. 8 
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Abb. 9: Smad3-Expression auf mRNA-Ebene. Die relativen Lichteinheiten geben das Ausmaß der Fluoreszenz an. Die 
Fluoreszenz ist ein Messparameter für die während der Reaktion entstandene spezifische DNA. Dargestellt sind die Mittelwerte 
+/- SD aus drei unabhängigen Versuchen. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (* p < 0,01) (GGL = 
Gallengangsligatur). 
 
Um die Richtigkeit der Ergebnisse zu versichern, wurde die mRNA in Northern-Blot-Analysen 
verwendet. Dabei wurde eine Smad3-spezifische Sonde verwendet, die durch eine PCR generiert 
wurde. Auch hier konnte eine starke Erniedrigung der Smad3-Expression bei den gallengangsligierten 
Tieren beobachtet werden (Abb. 10). Gleichzeitig wurden immunhistochemische Färbungen mit einem 
Antikörper, der selektiv Smad3 detektiert, durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass eine nukleäre 
Translokation von Smad3 in nichtparenchymalen, fibrotischen Gewebe stattgefunden hat.  
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Abb. 10 A-B: Northern-Blot-Analyse der Smad3-mRNA-Expression (A). 5 µg mRNA wurden in der Northern-Blot-Analyse mit 
spezifischen Smad3 Hybridisierungsproben eingesetzt und die GAPDH-Expression wurde als Ladungskontrolle überprüft. 
Dargestellt sind repräsentative Blots von drei unabhängigen Experimenten. Densitometrische Auswertung des Smad3 Northern-
Blot-Experiments (B). Die Balkendiagramme veranschaulichen die densitometrische Auswertung mit MW +/- SD aus drei 
unabhängigen Versuchen. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (* p < 0,01) (GGL = Gallengangsligatur) 
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Abb. 11 zeigt repräsentative Bilder von Kontrollen und fibrotischen Lebern (4 Wochen nach Gallengangsligatur) nach 
immunhistochemischer Färbung mit einem polyklonalen Antikörper gegen Smad3. Im Narbengewebe befindliche Hepatozyten 
zeigen eine deutliche Kernfärbung (braun). (400-fache Vergrößerung) 
 
 
5.6 Smad4  
Das als Co-Smad dienende Smad4 wurde auch während der Gallengangsligatur untersucht. Es 
wurden Messungen der Protein- und mRNA-Expression von Smad4 mittels Western-Blot und 
quantitativer real-time RT-PCR durchgeführt. Dabei wurde ein Primärantikörper gegen Smad4 für den 
Western-Blot und spezifische Smad4-Primer (Ratte) und Sybr®Green für die mRNA-Expression zum 
Nachweis eingesetzt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden (Abb. 12) und (Abb. 13). 
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Abb. 12 A-B: Western-Blot-Analyse mit Primärantikörper gegen Smad4 (A). 35 µg Proteinlysate wurden elektrophoretisch 
aufgetrennt und im Western-Blot-Verfahren untersucht. Als Positivkontrolle wurden Proteinlysate aus HEK293-Zellen 
aufgetragen, die mit einem Flag-Smad4-Konstrukt transfiziert wurden (nicht gezeigt). Dargestellt ist ein repräsentativer Blot von 
drei unabhängigen Experimenten. Densitometrische Auswertung der Smad4-Proteinexpression mit Lumi Imager (Roche) und 
nach Abgleich mit Ponceau-Rot Färbung. (B) Die Balkendiagramme veranschaulichen die densitometrische Auswertung mit 
MW +/- SD aus drei unabhängigen Versuchen. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (GGL = 
Gallengangsligatur) 
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Abb. 13: Smad4-Expression auf mRNA-Ebene. Aus Gesamt-RNA umgeschriebene mRNA wurde in einer LightCycler™ real 
time quantitativen RT-PCR-Analyse eingesetzt, wobei spezifische Smad4-Primer und Sybr®Green verwendet wurden. Die 
relativen Lichteinheiten geben das Ausmaß der Fluoreszenz an. Die Fluoreszenz ist ein Messparameter für die während der 
Reaktion entstandene spezifische DNA. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhängigen Experimenten. Die 
Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (GGL = Gallengangsligatur) 
 
5.7 Smad7  
Die Expression von Smad7 während der experimentell induzierten Leberfibrose wurde auf 
Proteinebene und auf mRNA-Ebene untersucht. Für die Proteinuntersuchung wurde das Western-
Blot-Verfahren angewendet (Abb. 14). Für die Expression auf der mRNA-Ebene wurden mit dem 
LightCycler™ real-time quantitative RT-PCR-Analysen angefertigt, einmal mit spezifischen Smad7-
Primern und Hybridisierungsproben (Abb. 15 A) und einmal mit spezifischen Smad7-Primern und 
Sybr®Green (Abb. 15 B). Um die Ergebnisse zu evaluieren, wurde anschließend noch eine Northern-
Blot-Analyse durchgeführt (Abb. 16). Zusammengefasst zeigen die Werte eine Hochregulierung der 
Smad7 Werte proportional zur Dauer der Progression der Leberfibrose. 
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Abb. 14 A-B: Western-Blot-Analyse mit Primärantikörper gegen Smad7. 35 µg Proteinlysat wurde elektrophoretisch aufgetrennt 
und im Western-Blot-Verfahren untersucht (A). Als Positivkontrolle wurden Proteinlysate aus HEK293-Zellen aufgetragen, die 
mit einem Flag-Smad7-Konstrukt transfiziert wurden (nicht gezeigt). Dargestellt ist ein repräsentativer Blot von drei 
unabhängigen Experimenten. (B) Densitometrische Auswertung der Smad7-Proteinexpression. Die Intensität der Banden wurde 
mittels Lumi Imager (Roche) densitometrisch ausgewertet und nach Ponceau-Rot Färbung abgeglichen. Die Balkendiagramme 
veranschaulichen die densitometrische Auswertung mit MW +/- SD aus drei unabhängigen Versuchen. Die Signifikanz wurde 
mit dem Student’s t-Test bestimmt. (* p < 0,01) (GGL = Gallengangsligatur) 
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Abb. 15 A-B: Smad7-mRNA-Expression gemessen mit dem LightCycler™, spezifischen Smad7-Primern und 
Hybridisierungsproben (A). Smad7-Expression auf mRNA-Ebene gemessen mit dem LightCycler™ unter Gebrauch von 
spezifischen Smad7-Primern und Sybr®Green (B). Die relativen Lichteinheiten geben das Ausmaß der Fluoreszenz an. Die 
Fluoreszenz ist ein Messparameter für die während der Reaktion entstandene spezifische DNA. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- 
SD aus drei unabhängigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (* p < 0,01) (GGL = 
Gallengangsligatur) 
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Abb. 16 A-B: Northern-Blot Smad7-mRNA-Expression (A). 5 µg mRNA sind in der Northern-Blot-Analyse mit spezifischen 
Smad7 Hybridisierungsproben eingesetzt worden. GAPDH wurde als Ladungskontrolle mit aufgetragen. Dargestellt ist ein 
repräsentativer Blot von drei unabhängigen Experimenten. (B) Densitometrische Auswertung des Smad7 Northern-Blot-
Experiments. Die Balkendiagramme veranschaulichen die densitometrische Auswertung mit MW +/- SD aus drei unabhängigen 
Versuchen. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt. (* p < 0,01) (GGL = Gallengangsligatur) 
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6 Diskussion 
Die Leberfibrose gilt als Folge einer chronischen Leberschädigung. Dabei kommt es 
charakteristischerweise bedingt durch den hepatozellulären Schaden zu einer Deponierung von 
extrazellulärer Matrix. Die Aktivierung der HSC stellt den Schlüsselprozess für die Entwicklung einer 
Leberfibrose dar. Sie äußert sich in einem Übergang von HSC zu MFB, die durch Produktion von 
Komponenten der extrazellulären Matrix gekennzeichnet ist [33]. Diese Aktivierung von HSC in der 
Leber wird durch Zytokine gesteuert und lässt sich in drei Phasen unterteilen [33]. In der 
präinflammatorischen Phase erfolgt die Freisetzung von Zytokinen (TGF-α, IGF-1 und wahrscheinlich 
auch TGF-β). In der zweiten, inflammatorischen Phase werden Kupffer-Zellen durch Phagozytose von 
Zelldetritus aktiviert und produzieren v. a. TGF-β. Thrombozyten produzieren TGF-β, EGF-like factors 
und PDGF, die zusammen die Aktivierung von HSC zu MFB initiieren. In der anschließenden 
postinflammatorischen Phase exprimieren MFB in verstärktem Ausmaß Mediatoren wie TGF-β, TGF-α 
oder FGF, die zum einen die begonnene Aktivierung aufrechterhalten, zum anderen die Aktivierung 
von noch nicht aktivierten HSC einleiten, wodurch sich der fibrotische Prozess unabhängig von dem 
einst schädigenden Ereignis verselbstständigt [34-37]. TGF-β inhibiert dabei die 
Hepatozytenproliferation und verhindert dadurch die Regeneration der Leber. Studien belegen, dass 
durch die Inaktivierung von TGF-β die Leberfibrose blockiert bzw. reduziert werden kann [38-42]. 
Untersuchungen des TGF-β-Signalweges in kultivierten primären HSC zeigten, dass ruhende Zellen 
(2 Tage in Kultur) sensibel auf exogen zugeführtes TGF-β reagieren, indem sie mit einer erhöhten 
Smad2/3 Phosphorylierung antworten [43]. In dieser Phase repräsentiert Smad7 eines der Zielgene, 
das als negativer feedback loop die Feinabstimmung der TGF-β-Signalkaskade kontrolliert [44, 21, 
42]. Smad7 ist vornehmlich im Zellkern lokalisiert und wird über die TGF-β-Rezeptoren aktiviert, 
akkumuliert im Zytoplasma und assoziiert mit dem Ligand-aktivierten TGF-β-Rezeptorkomplex an der 
Zellmembran, um den TGF-β-Signalweg zu unterbinden [7]. Die akute Intoxikation mit CCl4 (einzelne, 
intragastrale Dosis) führte zu einer Smad2 Phosphorylierung und Induktion von Smad7 in HSC, 
während es bei der chronischen Schädigung (3 Dosen für 3-6 Wochen) zu einer konstitutiven Smad2 
Phosphorylierung und keiner Smad7 Induktion kam [45]. Die Autoren zogen daraus den Schluss, dass 
die Progression der Leberfibrose mit einer konstitutiven Smad2 Phosphorylierung durch endogenes 
TGF-β und unter einer erniedrigten Smad7-Expression einhergeht. Des Weiteren konnte in unserer 
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine Überexpression von Smad7 unter einem CMV Promotor in 
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der Leber nach adenoviraler Infektion die Fibrose in gallengangsligierten Ratten hemmt [42]. Mäuse 
mit einer gezielten Smad3 Deletion zeigen, dass in den meisten Fällen die profibrogene Antwort auf 
TGF-β über Smad3 mediiert wird [46]. Smad3 null Entzündungszellen und Fibroblasten antworten 
nicht auf chemotaktische Reize von TGF-β und können diese auch nicht selber induzieren. Studien 
mit Smad3 knock out Mäusen bestätigen den profibrotischen Einfluss von Smad3. So wurde 72 
Stunden nach CCl4-Behandlung von Smad3 knock out Mäusen eine Induktion der Col1A1- und 
Col1A2-mRNA gemessen, die nur 42 % bzw. 64 % der Induktion in Wildtyp Mäusen entsprach [47]. 
Gleiche Daten fanden sich für die in vitro aktivierten HSC der knock out Mäuse, die Proliferationsrate 
dieser HSC war im Vergleich zu HSC aus Wildtyp Mäusen gesteigert. Diese Daten lassen vermuten, 
dass Smad3 für eine maximale Typ I Kollagen-Expression und für den wachstumsinhibitorischen 
Effekt von TGF-β notwendig ist. Der Verlust von Smad3 interagiert mit der TGF-β-mediierten Induktion 
von endothelial to mesenchymal transition (EMT) und anderen für Kollagene zuständigen Gene, wie z. 
B. plasminogen activator inhibitor-1 und tissue inhibitor of metalloprotease-1 [48]. Während der durch 
EMT induzierten Fibrose, z. B. die proliferative Vitreoretinopathie, zeigen Smad3 null Mäuse eine 
erniedrigte fibrotische Antwort. Smad3 null Mäuse sind dabei resistent gegenüber Bleomycin- oder 
CCl4-induzierter Leberfibrose. Das als Tumorsuppressor wirkende Smad4 ist ein zentraler Mediator 
der TGF-β-Signalkaskade und spielt auch eine große Rolle bei Interaktionen verschiedener 
Signalkaskaden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Smad4-Expression bei normalen 
Hepatozyten und bei zirrhotischen Hepatozyten sich nicht unterscheidet [49]. Dies konnte auch bei 
den Ergebnissen gezeigt werden, signifikante Unterschiede von Smad4 konnten weder auf mRNA-
Ebene noch auf Proteinebene erbracht werden. Interessanterweise zeigte sich eine erniedrigte 
Smad3-Expression auf mRNA-Ebene bei den behandelten Tieren in der RT-PCR und dem Northern-
Blot-Verfahren. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der immunhistochemischen Darstellung von Smad3 
eine Kernfärbung der Hepatozyten in den fibrotischen Arealen. Gleichzeitig kam es zu einer 
kontinuierlichen Erhöhung der Smad7 mRNA- und Proteinkonzentration in Abhängigkeit der 
Progression der Leberfibrose. Die erhöhte Expression von Smad7 bei den mit Gallengangsligatur 
behandelten Ratten könnte sich durch eine sich konstant erhöhende Anzahl von früh aktivierten HSC 
mit einer funktionellen Smad7 abhängigen ubiquitären negativen Regulation des TGF-β-Signalweges 
während der akuten Leberschädigung erklären. Dadurch könnte die Hemmung der Smad3 Synthese 
in den gesunden Arealen der Leber begründet werden. Sicherlich kann dabei nicht ausgeschlossen 
werden, dass auch transdifferenzierte MFB in vivo fähig sind, Smad7 während der Fibrogenese zu 
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exprimieren. Des Weiteren wäre auch zu untersuchen, ob Entzündungsgeschehen, wie z. B. die 
Induktion von Interferon γ, auf die Aktivierung von Smad7 und eine Hemmung der Smad3 Aktivierung 
durch Inhibierung des TGF-β-Signalweges eine Rolle spielen. Die erhöhte Smad3-Expression bei den 
Kontrolltieren wäre dabei auf den Prozess der Wundheilung zurückzuführen, während die Ligation des 
Gallenganges eine starke Entzündungsreaktion hervorruft und somit die TGF-β-Signalkaskade 
kompetitiv hemmen könnte. Ferner ist zu bedenken, dass für die Proteinlysate und die RNA immer die 
komplette Leber aufgearbeitet wurde, d. h. dass die Gesamtexpression aller in der Leber befindlichen 
Zellen (Hepatozyten, Endothelzellen, Entzündungszellen) gemessen wurde. 
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Antifibrotische Therapiestrategien 
Aufgrund der bedeutenden Rolle von TGF-β während der Fibrogenese der Leber ist eine große 
Anzahl von therapeutischen Strategien zur Blockierung der TGF-β Funktion erstellt worden: 
 
Therapeutischer Antagonismus der TGF-β Funktion in der Leberfibrogenese 
 
Aus: A.M. Gressner et al.: Aspekte der Pathogenese, Therapie und Diagnostik der Leberfibrose 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Faktor Berichtete Wirkung Allgemeiner Mechanismus 
Bindungsproteine 
 
  α2-Makroglobulin 
  Decorin 
 
 
 
Scavenger von TGF-β 
Scavenger von TGF-β 
 
 
Bindung an TGF-β 
Bindung an TGF-β 
Pharmaka 
 
  Camostat Mesilat 
  Perindopril 
  Candesartan 
 
 
 
Suppression der Plasminaktivität 
Suppression der TGF-β1-Expression 
Suppression der TGF-β1-Expression 
 
 
 
Serinproteaseinhibitor 
ACE-Inhibitor 
AT-1Rezeptorblocker 
Antioxidantien 
 
  Glutathion 
 
  α-Tocopherol 
  Resvertarol 
  Quercetin 
  N-Acetylcystein 
 
 
Glutathion anagonisiert TGF-β und Wirkung 
als Antioxidanz 
Suppression der Fibrose 
Suppression der Fibrose 
Suppression der Fibrose 
Suppression der Fibrose 
 
 
 
Antioxidanz 
 
Antioxidanz 
Antioxidanz 
Antioxidanz 
Antioxidanz, Rezeptorinhibierung 
 
Pflanzliche Substanzen 
 
Sho-Saiko-To 
 
Salvia miliorrhiza 
 
 
Reduktion experimentell induzierter 
Fibrosen 
Reduktion experimentell induzierter 
Fibrosen 
 
 
Antioxidantien Baicalin, Baicalein 
 
Suppression der TGF-β1-
Expression 
 
Lösliche Rezeptoren 
 
Dominant negativer Typ II TGF-β-Rezeptor 
 
Löslicher TGF-β–Rezeptor 
 
 
 
Blockade der experimentell induzierten 
Fibrosen 
Blockade der experimentell induzierten 
Fibrosen 
 
 
Bindung von aktivem TGF-β 
 
Bindung von aktivem TGF-β 
TGF-β-Syntheseblocker 
 
  Hepatozytenwachstumsfaktor 
  Antisense mRNA 
 
 
Suppression der TGF-β-Synthese 
Suppression der TGF-β-Synthese 
 
 
 
Blockade der TGF-β1-Expression 
Blockade der TGF-β1-Expression 
 
Smad7-Überexpression Inhibition der TGF-β Rezeptor-Smad2/3-
Phosphorylierung 
 
Hemmung des intrazellulären 
TGF-β-Signalweges und der 
TGF-β-Wirkung 
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7 Zusammenfassung 
Transforming Growth Factor-Beta (TGF-β) ist eines der wichtigsten bekannten Zytokine in der Genese 
von fibrotischen Organveränderungen und wird im Wesentlichen von den nicht-parenchymatösen 
Zellen der Leber, HSC, Kupffer-Zellen und wahrscheinlich auch Endothelzellen, als großer latenter 
TGF-β-Komplex exprimiert. Es initiiert u. a. die Aktivierung von HSC der Leber und somit deren 
Aktivierung zu MFB, die die hauptsächlichen Produzenten von Komponenten der extrazellulären 
Matrix sind. Zunehmende Erkenntnisse über den Zusammenhang zwischen TGF-β, seiner Smad-
abhängigen Signaltransduktion und der Leberfibrose sind noch nicht genau geklärt und es ist noch 
nicht ganz klar, wie sich der TGF-β-Signalweg während verschiedener Schädigungsstadien der 
Fibrogenese in vivo manifestiert. Über die Smads werden die Effekte von TGF-β, profibrotisch bzw. 
proonkogen, in die Zelle weitergegeben (aktiviert). Dabei dient das Smad7 als antifibrotischer 
Antagonist. Um Aufschluss über die Expression der Smad-abhängigen Signaltransduktion während 
einer experimentell induzierten Leberfibrose durch Gallengangsligatur zu gewinnen, wurde die 
Expression der mRNA von Smad2, Smad3, Smad4 und Smad7 bei Ratten (Rattus norvegicus) im 
zeitlichen Verlauf (1, 2, 3, 4 und 5 Wochen) untersucht und die Datenlage mit dem Grad der 
Schädigung korreliert. Hierzu wurde eine real time RT-PCR entwickelt, die über die Koamplifikation 
einer in ihrer Konzentration bekannten DNA-Sequenz (Standard) mit cDNA-Kopien der zu 
untersuchenden mRNA (Template) Rückschlüsse auf die Konzentration des templates zuließ. 
Parallele RT-PCR-Ansätze und Northern-Blots (Smad3 und Smad7) zeigten die Reproduzierbarkeit 
der Reaktionen. Gleichzeitig wurden Smad4 und Smad7 auf Proteinebene durch die Verwendung von 
Gesamproteinlysaten durch Western-Blots untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich im Verlauf 
der experimentell induzierten Leberfibrose keine Veränderungen der Smad4 (mRNA und Protein) und 
Smad2 (mRNA) einstellten. Währenddessen zeigte sich bei Smad7 auf mRNA- und Proteinebene eine 
konsequent erhöhte Expression proportional zur Dauer der Ligatur, während die Expression von 
Smad3 im Vergleich zu den Kontrollen stark erniedrigt war. Dabei waren immunhistochemische 
Färbungen von Smad3 in fibrotischen Arealen im Kern stark positiv. Zusammengefasst, lassen sich 
neue in vivo Daten der TGF-β Signaltransduktion während des akuten Verlaufes einer Leberfibrose 
zeigen. Mit der Dauer der Gallengangsligatur zeichnet sich eine kontinuierliche Erhöhung der Smad7-
Expression ab. Gleichzeitig zeigt sich in den fibrotischen Arealen der Leber eine Translokation von 
Smad3 in den Hepatozytenkernen bei erniedrigten m-RNA Werten. Die Ergebnisse weisen darauf hin, 
dass sich der Verlauf einer Leberfibrose durch ein Zusammenspiel von mehreren Zytokinen 
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charakterisiert und weitere molekulare in vivo Details im Hinblick auf die Rolle von TGF-β in 
Parenchym- und Nicht-Parenchymzellen nötig sind, um die Funktion von TGF-β auf Zelltyp und 
Krankheitsstadium zu spezifizieren.  
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